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論 文 内 容 要 旨
タバコ煙に含まれる有機化学物質が口腔や気道に発現している Transient Receptor Potential 
Ankyrin-1（TRPA1）チャネルタンパク質を活性化できるかどうかを調べるために，TRPA １チャネ
ル遺伝子を Human Embryonic Kidney（HEK）293 細胞に一過的に発現させて，タバコ主流煙に含ま
れている化学物質に対する応答を記録した。TRPA1 チャネルの活性は fura-2 を用いて計測できる細胞
内 Ca2+ 濃度変化とパッチクランプ法ホールセル法による膜電流を指標にした。また，ヒト歯肉線維芽
細胞 Human Gingival Fibroblast（HGF）－ 1 細胞においても細胞内 Ca2+ 濃度変化とパッチクランプ
法による膜電流を指標に細胞応答を記録した。TRPA1 チャネル発現 HEK293 細胞に投与した 5 つの
カルボニル化合物のうちホルムアルデヒド，ブチルアルデヒド，メチルエチルケトンが有意な Ca2+ 上
昇を惹起した。一方，アセトン，クロトンアルデヒドは有意な Ca2+ 上昇を引き起こさなかった。タバ
コ煙に含まれるカルボニル化合物以外のアクリロニトリル，4-（methylnitorosoamino）-1-（3-pyridy1）
-1-butanone（NNK）は有意な Ca2+ 上昇を惹起した。パッチクランプ法ホールセル法で AITC 同様
にアクリロニトリルは外向き整流性を示す電流を惹起し 0 mV 付近に逆転電位があったことから，
TRPA1 チャネルを活性化することを世界で初めて明らかにした。HGF-1 細胞において RT-PCR 法を
用いて TRPA1 チャネル遺伝子が発現していることを確認し，免疫染色にて，TRPA1 チャネルタンパ
ク質が HGF-1 の細胞膜上に発現していることを初めて明らかにした。更に，パッチクランプ法ホール
セル法を用いて保持電位 -60 mV に膜電位固定しながら膜電流を測定するとホルムアルデヒドにより内
向き電流が惹起された。この電流は外向き整流性を示し逆転電位が0mV付近にあり選択的TRPA1チャ
ネルブロッカーである HC-030031 により阻害されたことより，歯肉線維芽細胞にも TRPA1 チャネル
が発現するとともに機能しており，タバコ煙の成分で陽イオンを細胞内に流入させることが判明した。
以上の結果より，タバコ煙に含まれる複数の有害物質が口腔軟組織に発現する TRPA1 チャネルで受
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容されている可能性が示唆された。
審 査 結 果 要 旨
タバコ煙に含まれる有機化学物質が口腔や気道に発現している Transient Receptor Potential 
Ankyrin-1（TRPA1）チャネルタンパク質を活性化できるかどうかを調べるために，TRPA １チャネ
ルをコードする遺伝子を Human Embryonic Kidney（HEK）293 細胞に一過的に発現させて，タバコ
主流煙に含まれている化学物質に対する応答を記録した。TRPA1 チャネルの活性は fura-2 を用いて計
測できる細胞内カルシウムイオン（Ca2+）濃度変化とパッチクランプ法ホールセル法による膜電流を
指標にした。また，ヒト歯肉線維芽細胞 Human Gingival Fibroblast（HGF）-1 細胞においても細胞内
Ca2+ 濃度変化とパッチクランプ法による膜電流を指標に細胞応答を記録した。
TRPA1 チャネル発現 HEK293 細胞に投与した 5 つのカルボニル化合物のうちホルムアルデヒド，
ブチルアルデヒド，メチルエチルケトンが有意な Ca2+ 濃度上昇を惹起した。一方，アセトン，クロト
ンアルデヒドは有意な Ca2+ 濃度上昇を引き起こさなかった。タバコ煙に含まれるアクリロニトリル，
4-（methylnitorosoamino）-1-（3-pyridy1）-1-butanone（NNK）は有意な Ca2+ 濃度上昇を惹起した。
TRPA1 チャネルの選択的活性化薬である allyl isothiocyanate（AITC）投与時と同様にアクリロニト
リルはパッチクランプ法ホールセル法で外向き整流性を示す電流を惹起し0 mV付近に逆転電位があっ
たことから，TRPA1 チャネルを活性化することを世界で初めて明らかにした。RT-PCR 法を用いて
HGF-1 細胞において TRPA1 チャネル遺伝子が発現していることを確認し，免疫染色法にて TRPA1
チャネルタンパク質が HGF-1 の細胞膜上に発現していることを初めて明らかにした。更に，パッチク
ランプ法ホールセル法を用いて保持電位 -60 mV に膜電位固定しながら膜電流を測定すると，ホルムア
ルデヒドにより内向き電流が惹起された。この電流は外向き整流性を示し逆転電位が 0mV 付近にあり
選択的 TRPA1 チャネルブロッカーである HC-030031 により阻害されたことより，歯肉線維芽細胞に
も TRPA1 チャネルが発現し機能しており，タバコ煙の成分で陽イオンを細胞内に流入させることが
判明した。
以上の結果は，口腔軟組織に発現する TRPA1 チャネルによりタバコ煙に含まれる複数の有害物質
が受容されている可能性を示唆している。更に，喫煙は歯周病の危険因子であり，慢性閉塞性肺疾患
（COPD）に TRPA1 チャネルが関与するように，歯周病の病態形成に TRPA1 チャネルが関与する可
能性も示唆され，チャネルが歯周病に関与するという新規概念を提唱している。本論文は博士（歯学）
の学位論文として相応しいと判断する。
